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奶粉中三聚氰胺的快速检测研究

南海娟，魏新军，张永生，贾蕾蕾

(河南科技学院食品学院，河南新乡453003)

摘要：以奶粉为试验材料，研究了奶粉中三聚氰胺的定性检测方法。结果表明：苦味酸与i聚氰胺有沉淀反应，可作

为定性检测试剂，最低检测限为5 rCkg。
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The research of rapid detection methods to

melamine in milk powder

NAN Hai-juan，WEI Xin-jtin，ZHANG Yong-sheng，JIA Lei-lei

(College ofFood Science，Henan Institute ofScience and Technology,Xinxiang 453003，t hin,,)

Abstract：In this paper．milk powder was used鹪raw material and the qualitative detection method to melamine in milk

powder had been studied．The results showed that there were precipitation between pierie
acid and melamine，and picrie acid

eould been used to qualitative detect melamine．Minimum detectable concentration of melamine w鸽5 s／ks。
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三聚氰胺(Melamine)，化学式：C3H6N6，俗称密胺、

蛋白精。IUPAC命名为l，3，5一三嗪一2，4，6一三氨基，是

一种三嗪类含氮杂环有机化合物，通常被用作化工原

料Itl。由于食品和饲料工业蛋白质含量测试方法的缺

陷。三聚氰胺常被不法商人用作食品添加剂．借以提

升食品检测中的蛋白质含量指标。2008年的“三鹿奶

粉”事件引起了全国甚至世界范围内对乳剂乳制品中

添加三聚氰胺的重视。因此对奶粉中三聚氰胺进行快

速检测研究具有非常重要的意义。

目前国内外检验i聚氰胺的方法主要有高效液相

色谱法(HPLC)，液相色谱一质谱／质谱法(LC—MS／MS)，

气相色谱一质谱法(GC—MS)。气相色谱一质谱／质谱法

(GC—MS／MS)，免疫反应等方法，这些方法存在明显的

优点：检测极限低，测量结果准确等。但缺点也相当突

出：如仪器昂贵，不容易普及，试剂不容易保存等，特

别是样品的前处理十分复杂，尤其对于难以挥发的三

聚氰胺在气相色谱一质谱联用法中需要用衍生化试剂

衍生化处理，使之变成沸点相对较低的物质，更是增
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加了检测的难度。本研究摸索出一套前处理简单，试

剂易得，价廉，容易普及的快速筛选方法，同时对其他

食品中三聚氰胺的检测具有重要的参考价值。现将试

验结果报道如下。

1材料与方法

1．1 试验材料

供试材料为红星邦智多奶粉，由黑龙江红星集团

股份有限公司生产。

试验使用的试剂有：三聚氰胺、苦味酸、硫酸锌、乙

酸锌、冰乙酸、亚铁氰化钾、氢氧化钠、茚三酮等，均为

分析纯。

试验使用的仪器有：分析天平为MDl00—2型，上

海天平仪器厂产品；电子天平为ALC一2100．2型，赛多

利斯科学仪器(北京)有限公司产品；电炉。

1．2试验方法

1．2．1蛋白质沉淀剂的配制 参考文献【2】配制蛋白

质沉淀剂。乙酸锌溶液：称取21．9 g乙酸锌，加3 mL

冰乙酸．加水溶解并稀释至100 mL；亚铁氰化钾溶

液：称取10．6 g亚铁氰化钾加水溶解并稀释至100

mL；0．50 mol／L氢氧化钠：称取2 g氢氧化钠加水溶
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解冷却后定容至100 mL：0．42 mol／L硫酸锌：准确

称取12．0775 g硫酸锌加水溶解后定容至100 mL；

0．1％茚三酮：称取0．1 g茚三酮，用水定容至100

mL。

1．2．2蛋白质沉淀剂的选择无机盐沉淀剂的选择：

(1)样品处理：称取25．0 mg三聚氰胺分别置于1、2、

3、4号250 mL容量瓶中，各加50 mL水，加热溶解

后。1、2、3号瓶各加2．0 g奶粉溶解，振荡摇匀。(2)沉

淀方法：1号瓶加入5 mL乙酸锌溶液及5 mL亚铁

氰化钾溶液：2号瓶加入5 mL氢氧化钠及5 mL乙

酸锌溶液：3号瓶加入5 mL氢氧化钠及5 mL硫酸

锌；4号瓶加水溶解定容至250 mL。作为对照。分别

加水至刻度，混匀，沉淀，静置30 min，用干燥滤纸过

滤，滤液备用121。(3)沉淀效果鉴定：分别取1、2、3号

瓶上清过滤液和4号瓶水溶液1 mL各加入0．5 mL

0．1％茚三酮溶液摇匀后．在沸水浴中加热3 min，将

1、2、3号液体与4号比较，看溶液是否变蓝。如果变

蓝。说明蛋白质没有完全沉淀；没有颜色变化说明蛋

白质沉淀完全。(4)鉴定三聚氰胺是否被部分沉淀：分

别取1、2、3号上清液及4号水溶液5 mL各加入饱

和苦味酸水溶液0．5 mL。摇匀后静置，将1、2、3号液

体与4号液体比较。看1、2、3号液体是否会出现沉

淀。

有机沉淀剂的选择：分别称取25．0 mg三聚氰胺

于5、6号两支试管中，7号试管不加三聚氰胺。分别添

加10 mL水溶解，再加2．0 g奶粉溶解，振荡摇匀后，

加不同量的乙腈振荡提取6 min，静置10 min，双层滤

纸加一层脱脂棉过滤，上清液作为提取液待用f3-41。沉

淀效果检验方法同无机盐沉淀剂。将无机盐和乙腈的

沉淀效果进行比较，找出最佳沉淀剂和沉淀剂的用

量。

1．2．3定性检测条件的确定检测条件的确定：(1)称

取25．0 Ing三聚氰胺溶解于50 mL水中，称取2．0 g

奶粉移入溶液中溶解．加入5 mL乙酸锌溶液及5 mL

亚铁氰化钾溶液，定容至250 mL。摇匀。取5 mL该溶

液于8号试管，加0．5 mL饱和苦味酸溶液。(2)称取

25．0 mg三聚氰胺于试管中。加10 mL水溶解后。再加

入2．O g奶粉溶解，振荡摇匀后，加25 mL乙腈，振荡

提取6 rain，取5 mL该溶液于9号试管．加0．5 rnL饱

和苦味酸溶液；(3)取4号溶液5 mL于lO号试管。加

入0．5 mL饱和苦味酸溶液作为对照．检验经无机盐和

有机物沉淀蛋白质后，苦味酸是否和奶粉上清液中三

聚氰胺发生沉淀反应。

1．2．4检测限的确定按照已选出蛋白质沉淀荆的用

量，将事先加入不同质量三聚氰胺的奶粉先经蛋白质

沉淀，然后过滤，取滤液5 mL，向其中滴加饱和苦味

酸，试验能够出现沉淀的奶粉中三聚氰胺的最低浓度。

2结果与分析

2．1 无机盐沉淀剂的选择

不同无机盐溶液沉淀蛋白之后．用茚三酮检验蛋

白质是否沉淀完全，结果表明，4号(CK)试管中溶液为

无色，说明茚三酮与三聚氰胺无颜色反应，l(乙酸锌／

亚铁氰化钾)、2(乙酸锌，氢氧化钠)、3号(硫酸锌，氢氧

化钠)试管中溶液均无蓝色产生，说明此3种沉淀剂都

能将奶粉中的蛋白质完全沉淀下来。

取25．0 mg三聚氰胺和2．0 g奶粉用乙酸锌，亚

铁氰化钾、乙酸锌／氢氧化钠、硫酸锌／氢氧化钠3种试

剂和水(CK)将蛋白质沉淀，分别取各自上清液5 mL

于试管中．每管加等体积苦味酸．检验三聚氰胺是否被

沉淀，结果表明，水溶液(cK)试管中出现黄色沉淀，说

明三聚氰胺和苦味酸反应能够产生黄色沉淀现象；乙

酸锌／氢氧化钠和硫酸锌，氢氧化钠溶液试管中没有出

现黄色沉淀。说明无机盐沉淀蛋白质的同时将三聚氰

胺也沉淀下来．因此这2种沉淀剂不能用来沉淀蛋白

质。乙酸锌／亚铁氰化钾试管中出现黄色沉淀，说明用

乙酸锌／亚铁氰化钾沉淀蛋白质时三聚氰胺没有被沉

淀。因此可选用乙酸锌和亚铁氰化钾沉淀奶粉中蛋白

质。

2．2有机物沉淀剂的选择

称取2．00 g奶粉加10 mL水溶解后加入15、

20、25 mL的乙腈沉淀蛋白质。用茚i酮检验蛋白质

是否沉淀完全，结果表明：当乙腈加入量为15、20、

25 mL时．0．1％茚三酮水溶液检验溶液为深蓝色、淡

蓝色、无色．所以取25 mL乙腈沉淀蛋白质。用乙腈

沉淀的最佳条件为：奶粉(g)：水(mL)：乙腈(mL)=2：1：

25；振荡6 min，静置10 min，用双层滤纸和一层脱

脂棉过滤。

2．3定性检测条件的确定

用苦味酸作为定性检测试剂，在不同检测体系中

的检测结果为：8号试管(三聚氰胺水溶液)呈黄色沉

淀、9号试管(含三聚氰胺的奶粉用乙酸锌／亚铁氰化钾

沉淀后的上清液)呈黄色沉淀、10号试管(含三聚氰胺

的奶粉用乙腈沉淀后的上清液)呈黄色澄清。

从结果可以看出。在水溶液及经乙酸锌和亚铁

氰化钾沉淀蛋白质的奶粉上清液中，苦味酸能与三
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聚氰胺发生沉淀反应。而在乙腈沉淀蛋白质的奶粉

上清液中，苦味酸与三聚氰胺没有沉淀反应。试验过

程中。将有黄色沉淀的水溶液和奶粉上清液分别加

入乙腈，黄色沉淀消失。说明苦味酸作为定性检测试

剂仅能用于乙酸锌和亚铁氰化钾沉淀蛋白质的奶粉

上清液中。

2．4定性检测线的确定

含不同浓度三聚氰胺的奶粉上清液滴加饱和苦味

酸溶液后，产生的现象不同。当浓度达到5 g／kg后，滴

加苦味酸，有黄色沉淀产生，且浓度越大，沉淀越多，低

于此浓度，无沉淀及其他现象产生，因此确定饱和苦味

酸的最低检测线为5 g／ks。

3结论与讨论

用苦味酸检测奶粉中三聚氰胺的最佳条件为：称

取2．0 g奶粉．加50 mL水溶解后。加入5 mL乙酸锌

溶液及5 mL亚铁氰化钾溶液，定容至250 mL，摇匀，

沉淀蛋白质后过滤，取5 mL滤液于试管中．加0．5 mL

饱和苦味酸溶液，若出现黄色沉淀，说明奶粉中三聚氰

胺的含量高于5 g／kg。沉淀越多，三聚氰胺的含量越

高。

本研究用苦味酸能与三聚氰胺发生沉淀反应的现
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象，先将奶粉中的蛋白质沉淀，然后加入苦味酸进行检

测，结果用肉眼即可判断，且样品前处理简单．试剂易

得，价廉，容易普及，可作为奶粉中是否含有三聚氰胺

的大量样品的快速初筛方法。同时对其他食品中三聚

氰胺的检测具有重要的参考价值。

虽然我国国家规定的三聚氰胺在奶粉中的限量

值为l mg／kg，远远低于此方法检测限。由于市场中奶

粉种类繁多，奶粉包装中也含三聚氰胺，长期贮存，可

能渗入到奶粉中，实际情况中奶粉的三聚氰胺含量可

能会达到5 g／kg以上。因此该方法尽管检测限高，不

是特别理想，但还是具有一定的借鉴意义。对此方法

进行改进，使检测限在国标之内正在进一步研究之

中。
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研磨腰果叶片时加入酚氧化酶抑制剂DIECA．阻止酚

类物质的氧化，避免其与DNA的不可逆结合。可提高

DNA的纯度和提取率。在提取液中加入适量2％B一巯

基乙醇和酚结合剂PVP30。能有效地抑制酚类物质氧

化和去除腰果叶片中富含的酚类物质。

在本改良的试验方法中．样品要充分研磨，可以保

证温浴时样品与提取缓冲液的充分混匀，得到DNA的

高提取率。在消除蛋白质、多糖、色素等杂质时，用氯

仿／异戊醇抽提时动作要轻柔，避免DNA受到外界机

械力的剪切和断裂成小片段。吸取离心上清液时要使

用剪去尖端的吸头，操作应温和，以保证DNA完整性，

注意不能吸入中间层的蛋白质．否则会影响DNA的纯

度。DNA洗涤要充分，去除DNA所含的小分子杂质，

以保证其纯度。充分洗涤后的DNA样品要充分干燥，

以去除其中残留的乙醇，防止其抑制后续的酶切及

PCR反应。不要过度干燥，否则DNA会很难溶解。

本试验在CTAB法基础上进行了改进。提取的腰

果总DNA纯度高、质量好，可直接用于DNA的分子标

记试验，是高效提取腰果叶片DNA的可行试验方法。
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